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La pr6sente invention concerne ^utilisation d'un extrait riche en lupgol pour la 
fabrication d'une composition pharmaceutique ou cosm&ique destin£e k traiter et/ou 
5 prtvenir une d6g6n6rescence des tissus conjonctifs. 

Le lupin est une plante assez r6pandue, que Ton trouve en Europe, en Asie, ainsi qu'en 
Am^rique du Nord et du Sud. Ce v6g£tal est un proche parent du pois, de la feve, du 
soja et du haricot. Plusieurs espfcces de lupin peuvent Stre cities comme £tant les plus 

10 connues : lupinus albus (lupin blanc), lupinus angustifolius (lupin bleu), lupinus luteus 
• (lupin jaune), lupinus mutabilis (lupin changeant), lupinus graecus, lupinus micranthus 
Guss, lupinus hispanicus, lupinus pilosus, lupinus cosentinii, lupinus atlahticus, 
lupinus princei et lupinus somaliensis. Une des espfcces les plus courantes sur le 
territoire europten est le lupin blanc doux (lupinus albus), notamment la vartete Ar6s 

15 presentant le g6ne pauper. 

Le lup6ol (1) appartient k la famille des triterp6nes et plus particulierement k celle des 



20 Le lupgol pr^sente un int^rSt certain de par ses nombreuses activity biologiques. Ii est 
notamment connu pour ses proprtetSs anti-inflammatoires (Singh S. et coll., 
Filoterapia, 1997, 68, No. 1, 9) et analg6siques (De Miranda A. L. et coll., Planta 
Med, 2000, 66(3), 284), son action nephroprotectrice vis-a-vis des m6taux lourds 
(Nagaraj M. et coll., J. Appl. Toxicol, 2000, 20(5), 413), son action anti-histaminique 

25 • (De Medrano Villar M. J. et coll.,' Methods Find Exp. Clin. Pharmacol., 1997, 19, No. 



alcools triterp&iiques. 
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8, 515), ses activity anti-mitotiques (Zachariah R. et coll., Indian J. Pharm. ScL, 1994, 
56, No. 4, 129) et anti-virales (Kahlos K., Filoterapia, 1996, 67, No. 4, 344). 
Le lupeol est aussi connu pour ses proprietes anti-oxydantes. En effet, le lupeol active 
la regeneration des enzymes anti-oxydantes cutanees, qui ont 6te endommagees par les 
toxines environnementales. De plus, il est un agent chimiopreventif de la peau et il 
permet la suppression de la toxicite cutanee induite par le peroxyde de benzoyle 
(Saleem M, et al., 2001, Lupeol, a triterpene, inhibits early responses of tumor 
prevention induced by benzoyl peroxide in murine skin, Pharmacol Res, 43(2) :127- 
134). 

Le lup6ol permet le contrdle de la proliferation des keratinocytes, et il peut done 6tre 
utilise dans des compositions anti-inflammatoires. 

II a egalement 6t6 trouve que le lupeol permet de require efficacement les risques de 
formation de calculs et il est done utilise dans le traitement des maladies urinaires 
(Malini MM, et al. (2000) Protective effect of triterpenes on calcium oxalate crystal 
induced peroxidative changes in experimental urolithiasis. Pharmacol Res. 41(4) :413- 
418). 

Le lupeol peut egalement etre utilise en tant qu' intermediate de synthese, notamment 

pour la preparation de phyto-hormones et d' analogues de steroides. 

Le lupeol est present dans de nombreux vegetaux tels que 1' Aloe vera ou l'ecorce de 

Crataeva nurvala. II a ete isoie a plusieurs reprises a partir de plantes diverses comme 

leBresk. 

II a egalement 6t6 extrait des coques de lupin. La demande de brevet FR 2 822 821 
decrit un extrait de coques de graines de lupin contenant du lupeol, avantageusement, 
l'extrait presente un taux de lup6ol superieur a 30% en poids, de preference supdrieur a 
50% en poids. De maniere encore plus avantageuse, l'extrait de coques de graines de 
lupin presente un taux de lupeol compris entre 70 et 100%. 

La demande de brevet FR 2 822 821 decrit egalement un proceed d'obtention d'un 
extrait de coques de graines de lupin, qui comprend au moins la succession d'etapes 
suivantes : 

broyage des coques de lupin, 

extraction des lipides totaux contenus dans les coques de lupin broyees 
h l'aide d'un solvant organique choisi dans le groupe constitue par les alcanes 
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aliphatiques, les alcanes aromatiques, tes alcools aliphatiques et leurs derives 
halog£n£s, et 

purification des lipides obtenus pour obtenir un extrait riche en lup£ol. 

5 Les prot&nes du choc thermique (famille des HSP, Heat stress ou shock protein), ci 
apr&s d6nomm£es prolines de stress et abr£g£es HSP, sont prdsentent dans tous les 
organismes des bactSries jusqu^ l'homme. II existe 5 groupes majeurs de HSP 
caract£ris£s par leur poids moteculaire : 

■ 20-30 kDa ; 
10 ■ 50-60 kDa; 

■ 70 kDa; 

■ 90kDa;et 

• 100-110 kDa. 

L'ubiquitine, ainsi que Thfeme oxygenase appartiennent 6galement k la grande famille 
15 desHSPs. 

Les HSP sont exprim6es de manfere constitutionnelle dans des conditions 
physiologiques et poss^dent des activity basiques et indispensables h la synt^dse 
prot&que, tout en protdgeant les cellules de nombreuses agressions telle qu'une 
616vation de temperature, le rayonnement ultra-violet, Tischemie-reperfusion et 
20 Fapopotose. 

La fonction chaperon des HSP est Tune des grandes fonctions prot&ques k avoir 6t6 
dScouverte. Initialement mise en Evidence dans le cadre d'un stress thermique, la 
presence de ces prolines k un niveau d€jk important dans toutes cellules en Tabsence 
de stress a sugg£r6 qu'elles participaient au repliement normal des proteines. Ces 
25 chaperones sont capables d'inhiber Tagr^gation de prolines partiellement d£natur£es 
et de les replier en utilisant de TATP. Elles empechent les associations inapproprtees 
de proteines, et sont impliqudes dans le transport intracellulaire et la secretion des 
prolines. 

L'HSP47 est une protdine localisde dans le reticulum endoplasmique des cellules 
30 (compartiment de la synthase prot6ique) et elle se fixe sp6cifiquement sur differents 
types de collagdne et de pro-collag&ae, notamment de type I, II, III, IV et V. L'HSP47 
. est impliqude dans le « systeme controle quality » de la cellule, empdchant que cette 
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demiere ne secrete du pro-collagene avec une structure inadequate. Une correlation 
entre sur-expression du collagene et de l'HSP47 a 6te demontree chez Thomme. 
Les collagenes represented environ 30% des proteines totales et sont les constituants 
majeurs de la matrice extracellulaire des tissus conjonctifs tels que le derme (70% des 
5 proteines de la matrice extracellulaire), le cartilage ou le tissu conjonctif gingival (60 a 
65% des proteines). A ce jour, 19 types de collagene differents ont et6 decrits. Par 
definition, ils possedent des domaines en triple helice en proportions variables et 
forment des structures organises au sein de la matrice extracellulaire comme des 
fibrilles, des filaments ou des reseaux. Les collagenes sont synthases a partir d'un 
10 pro-collagene par les cellules conjonctives telles que les fibroblastes dermiques et 
gingivaux, ainsi que par les chondrocytes au niveau du cartilage articulaire. Les fibres 
de collagene synthetisees se renforcent et s'assemblent en faisceaux qui constituent la 
fibre collagene definitive et insoluble, qui pourra repondre dans l'avenir aux 
contraintes de traction. 

15 Les tissus conjonctifs jouent un rdle majeur en tant que support et soutien pour les 
autres elements constitutifs de l'organe et en tant qu'absorbeur de choc. Par exemple le 
tissu conjonctif gingival assure le soutien des dents. Au niveau cutane, le derme est 
notamment responsable de la fermet6 de la peau. 

Une degenerescence des tissus conjonctifs, liee a une alteration du reseau collagenique, 
20 telle qu'une inhibition de la synthese du collagene et/ou du pro-collagene, une synthese 
imparfaite du collagene et/ou du pro-collagene, une degradation des fibres de 
collagene, une diminution du nombre des fibroblastes et de leur metabolisme, peuvent 
done avoir des consequences importantes. 

25 

La Demanderesse a decouvert qu'un extrait riche en lupeol peut egalement etre utilise 
pour stimuler la synthese des proteines de stress et plus particulierement pour stimuler 
la synthese de THSP47 (Heat Schock Protein 47) afin de traiter et/ou de prevenir la 
degenerescence des tissus conjonctifs relative a des processus internes et/ou a des 
30 agressions exterieures. 

La Demanderesse a ainsi d6couvert qu'un extrait riche en lupeol peut permettre de 
contrdler la structure normale du collagene, via la stimulation de la synthese de 
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THSP47, lorsque la peau et/ou les articulations et/ou les tissus conjonctifs gingivaux 
sont soumis k un environnement stressant Cet environnement stressant peut 6tre une 
contrainte physique, induite par exemple par une prise de poids pouvant notamment 
entratner une variation du phSnotype et du metabolisme des fibroblastes, une 
5 expositions aux radiations, notamment aux radiations UV, une senescence ou une 
inflammation. 

Par le terme d'extrait "riche en lupeol", on entend au sens de la presente invention, un 
extrait pr6sentant un taux de lupeol superieur k 30% en poids, avantageusement 
superieur k 50% en poids, et de mantere encore plus avantageuse compris entre 70 et 
10 100% en poids. 

La presente invention a pour principal objet Tutilisation d'un extrait riche en lup£ol 

.# 

pour la fabrication d'une composition cosm&ique ou pharmaceutique destin^e k traifer 
et/ou pr6venir la d6g6n6rescence des tissus conjonctifs au niveau du derme et/ou du 

15 cartilage, et/ou du tissu conjonctif gingival, ltee k une anomalie de la production* <iu 
collag&ne. tm 
Un extrait riche en lupeol selon la presente invention peut ainsi Stre utilise dans une 
composition cosm&ique destin^e k traiter et/ou pr^venir la d6g6n6rescence des tissus 
conjonctifs au niveau du derme et/ou du cartilage, et/ou du tissu conjonctif gingival. 

20 Un extrait riche en lupeol peut egalement etre utilise pour la fabrication d'un 
medicament destine k traiter et/ou pr&venir la degenerescence des tissus conjonctifs au 
niveau du derme et/ou du cartilage, et/ou du tissu conjonctif gingival. 
Dans le cadre de la presente invention, on parlera indiffSremment de composition 
pharmaceutique ou de medicament. 

25 Au sens de la presente invention, on entend par « anomalie de la production du 
collag&ne », une synthase insuffisante du collagene et/ou du pro-collag6ne par les 
fibroblastes ou les chondrocytes, une synthase imparfaite des collag&ies et/ou des pro- 
collagens, une degradation des fibres de collagfcnes, une diminution du nombre de 
fibroblastes ou de chondrocytes et de leur metabolisme. 

30 Au sens de la presente invention, on entend par « synthase imparfaite » du collagene, 
toute synthase d'un collagdne ou pro-collag£ne presentant des anomalies de structure, 
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ne pouvant plus notamment remplir sa fonction de soutien mecanique de la peau et/ou 
des articulations et/ou des tissus conjonctifs gingivaux. 

L'anomalie de la production du collagene peut etre induite par un facteur stress interne 
ou externe. Par exemple, sous une contrainte physique, telle qu'une prise de poids, une 
5 surcharge ponderale, une distension des tissus notamment dans le cadre d'une 
grossesse, a la suite d'une irradiation, notamment aux rayons ultraviolets, suite a une 
inflammation ou dans un 6tat de senescence, les fibroblastes ou les chondrocytes, 
soumis a ces contraintes externes, peuvent synthetiser du collagene de structure 
anormale. 

10 L'anomalie de la production du collagene peut notamment Stre une inhibition de la 
synthese ou une synthese imparfaite des pro-collagenes et collagenes, en particulier 
des pro-collagenes et/ou collagenes du type I, II, III, IV ou V. 

L'extrait riche en lupeol selon la presente invention joue le rdle d'un promoteur de la 
synthese des proteines de stress, notamment de la synthese de l'HSP47. Cette 

15 activation des proteines de stress, avantageusement de l'HSP47, permet de stimuler le 
metabolisme et la proliferation des fibroblastes et des chondrocytes et ainsi de lutter 
contre et/ou de prevenir la degenerescence du reseau collagenique. 
La composition cosmetique selon l'invention est destinee a stimuler la synthese des 
prolines de stress HSP, en particulier la synthese de l'HSP47, et ainsi l'activite des 

20 fibroblastes et des chondrocytes. 

La composition pharmaceutique ou le medicament selon l'invention est destine a 
stimuler la synthese des proteines de stress HSP, en particulier la synthese de l'HSP47, 
et ainsi l'activite des fibroblastes et des chondrocytes. 

25 Selon une variante avantageuse de l'invention, la composition pharmaceutique ou le 
meclicament est destine a traiter et/ou prevenir les pathologies articulaires, notamment 
les pathologies articulaires non inflammatoires. 

Les pathologies articulaires sont caracterisees par un d6s6quilibre entre la synthese et 
la degradation de la matrice extracellulaire qui entoure les chondrocytes. Le cartilage 
30 articulaire, qui est principalement constitue d'un reseau de fibres de collagene, d'un 
gel de proteoglycans hydrophiles et de chondrocytes, joue un double r61e mecanique 
essentiel pour la protection de l'os sous-chondral. D'une part il diminue les forces de 



frottement lors du deplacement des segments osseux et, d'autre part, il assure la 
transmission, la repartition et ramortissement des contraintes subies par T articulation. 
A Tfige adulte, le renouvellement du r6seau collag^nique au sein du cartilage 
articulaire est trfcs faible. II est done important de pouvoir stimuler la synthase des 
5 collagfcnes et des pro-col lagfenes et/ou attenuer une alteration du rdseau collagenique, 
qui sont les constituants majeurs du cartilage. La composition pharmaceutique selon la 
pr6sente invention permet la stimulation de la synthase de THSP47 qui permet ainsi de 
lutter contre et/ou de prevenir la degenerescence du tissu conjonctif du cartilage 
articulaire. 

10 Avantageusement, le medicament selon Tinvention est destine k prevenir et/ou traiter 
Tarthrose, qui peut Stre due k une lesion primitive du cartilage avec modification de la 
structure des tissus conjonctifs et une diminution des proteoglycannes. 

Le medicament ou la composition pharmaceutique selon Tinvention est egalejnent 
15 destine k prevenir et/ou traiter les maladies parodontales. Particulterementj, la 
composition pharmaceutique selon Tinvention est destinee k prevenir et/ou traiter la 
gingivite ou la parodontite. :% 
Les maladies parodontales, dont la consequence ultime est la perte de la dent, se 
traduisent notamment par une degenerescence des tissus conjonctifs gingivaux. Le 
20 tissu conjonctif gingival est compose de 60 k 65 % de collagdnes. La composition 
pharmaceutique selon la presente invention permet de lutter et/ou de prevenir la 
degenerescence du tissu conjonctif gingival, via une stimulation de la synthase de 
THSP47 qui va permettre de promouvoir Texpression du collag^ne. 

25 Selon une autre variante avantageuse de Tinvention, le medicament selon Tinvention 
est destine k la prevention et/ou au traitement des vergetures. 

Les vergetures peuvent etre considers comme une atteinte de la cellule fibroblastique 
caracterisee notamment par une inhibition de Texpression des g£nes codants pour la 
fibronectine, les collagenes de type I et II et une transformation des fibroblastes en 
30 myofibroblastes sous Teffet des distensions mecaniques. Cette degenerescence du tissu 
. collagenique conduit k la formation d'une cicatrice dermique atrophique. Un des 
. principaux facteurs declenchant est le stress mecanique. 
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La composition pharmaceutique selon la presente invention est avantageusement a 
application topique. On entend par application topique aussi bien une application de la 
composition au niveau de la peau qu'au niveau buccal, notamment au niveau des 
gencives. 

5 La composition pharmaceutique selon l'invention se caracterise en ce que la 
concentration en extrait riche en lupeol est comprise entre 0,001% et 10 % en poids, 
par rapport au poids total de la composition pharmaceutique. 

La composition cosmetique selon la presente invention permet de favoriser la 
10 resistance au stress et aux contraintes mecaniques de la peau et/ou des articulations 
et/ou des tissus conjonctifs gingivaux. 

Ladite composition cosmetique permet aux tissus conjonctifs de resister au stress sous 
une contrainte physique, telle qu'un prise de poids, une surcharge ponderale, une 
distension des tissus notamment dans le cadre d'une grossesse, une irradiation, 

15 notamment aux ultra-violets. 

Selon une variante avantageuse de 1'invention, la composition cosmetique est utile en 
tant qu'agent cicatrisant de la peau et/ou des articulations et/ou des tissus conjonctifs 
gingivaux. En effet, la composition cosmetique selon l'invention permet de stimuler 
l'activite des fibroblastes et des chondrocytes, qui synthetisent le collagene necessaire 

20 pour combler la perte de substance par un nouveau tissu. 

La composition cosmetique est avantageusement utilisee pour notamment prevenir 
et/ou traiter les vergetures ou leur apparition. 

Selon une autre variante avantageuse de l'invention, la composition cosmetique est 
utile en tant qu'agent restructurant de la peau. 

25 La composition cosmetique est egalement avantageusement utile en tant qu'agent anti- 
relachement de la peau. Le viellissement cutane est notamment caracterise par une 
diminution de nombre de fibroblastes ainsi que par une diminution de leur activite. La 
composition cosmetique selon l'invention permet de stimuler le metabolisme et la 
proliferation des fibroblastes. Elle est done avantageusement utilisee pour prevenir 

30 et/ou retarder le vieillissement cutane chronologique, extrinseque, notamment du au 
soleil, au tabac, a la pollution, au stress, et menopausique. 
La composition cosmetique selon l'invention agit au niveau du derme de la peau. 
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Selon une variante avantageuse de Pinvention, la composition cosm&ique est destin^e 
aux femmes enceintes. 

La composition cosm&ique peut aussi Stre utilis£e en tant que bain de bouche ou p&te 
dentifrice. 

5 Au sens de la pr&ente invention, Pexpression «pfite dentifrice » inclut toutes les 
formulations classiques de dentifrice, que ce soit notamment sous la forme d'un gel de 
dentifrice, d'une pfite de dentifrice ou d'une combinaison pfite et gel de dentifrice. 

La composition cosm&ique est avantageusement k application topique. On entend par 
10 application topique aussi bien une application de la composition au niveau de la peau 
qu'au niveau buccal, notamment au niveau des gencives. 

La composition cosm&ique selon Pinvention se caract&ise en ce que la concentration 
en extrait riche en lup6ol est comprise entre 0,001 et 10% en poids, par rapport au 
poids total de la composition cosm&ique. 
15 L' extrait riche en lup6ol pr6sente un taux de lup6ol sup6rieur k 30% en poids, 
avantageusement superieur k 50% en poids, et de manifcre encore plus avantageuse 
compris entre 70 et 100% en poids. 

Ainsi, la composition cosm6tique selon Pinvention se caract&rise en ce que la 
concentration en lup^ol est comprise entre 0,0003 et 10% en poids, avantageusement 
20 entre 0,007 et 10% en poids, par rapport au poids total de la composition cosm6tique. 

La composition qui permet la mise en oeuvre de Pinvention comprend un support 
cosm&iquement acceptable, c'est k dire un support compatible avec la peau et peut se 
presenter sous toutes les formes galeniques normalement utilises pour une application 

25 topique, notamment sous forme d'une solution aqueuse, hydroalcoolique ou huileuse, 
d'une Emulsion huile-dans-eau ou eau-dans-huile ou multiple, d'un gel aqueux ou 
huileux, d'un produit anhydre liquide, pateux ou solide, d'une dispersion d'huile dans 
une phase aqueuse a Paide. de spherules, ces spherules pouvant £tre des nanoparticules 
polym&riques telles que les nanosphdres et les ganocapsules ou mieux des v^sicules 

30 lipidiques de type ionique et ou non-ionique, d'un dispositif trans-dermique ou sous 
toute autre forme pour application topique. 
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Cette composition peut etre plus ou moins fluide et avoir l'aspect d'une creme blanche 
ou colore, d'une pommade, d'un lait, d'une lotion, d'un serum, d'une pate, d'une 
mousse ou d'un gel. 

Elle peut eventuellement etre appliquee sur la peau sous forme d'aerosol. Elle peut 
egalement se presenter sous forme solide, et par exemple sous forme de stick. Elle peut 
aussi Stre appliquee au moyen d'un patch. 

Avantageusement, le milieu cosmetiquement acceptable est une solution huileuse, une 
emulsion eau-dans-huile, une emulsion huile-dans eau, une microemulsion, un gel 
huileux, un gel anhydre, une dispersion de vesicules, de microcapsules ou de 
1 0 microparticules, un dispositif trans-dermique 

La composition selon l'invention peut contenir egalement les adjuvants habituels dans 
le domaine cosmetique, tels que les gelifiants hydrophiles ou lipophiles, les actifs 
hydrophiles ou lipophiles, les epaississants, les conservateurs, les antioxydants, les 
solvants, les parfums, les agents chelateurs, les absorbeurs d'odeur, des filtres 
15 chimiques ou mineraux, des pigments min6raux, les tensioactifs, les polymeres, les 
huiles de silicone et les matieres colorantes. Les quantites de ces differents adjuvants 
sont celles classiquement utilisees dans les domaines consideres, et par exemple de 
0,01 a 20% du poids total de la composition. Ces adjuvants, selon leur nature, peuvent 
etre introduits dans la phase grasse, dans ia phase aqueuse, dans les vesicules 
20 lipidiques et ou dans les nanoparticules. 

Lorsque la composition de l'invention est une emulsion, la proportion de la phase 
grasse peut aller de 5 a 80% en poids, et de preference de 5 a 50% du poids total de la 
composition. Les huiles, les emulsionnants et les coemulsionnants utilises dans la 
composition sous forme d'emulsion sont choisis parmi ceux classiquement utilises dans 
25 le domaine considere. L'emulsionnant et le coemulsionnant sont presents, dans la 
composition, en une proportion allant de 0,3 a 30% en poids, et de preference de 0,5 a 
20% du poids total de la composition. 

Comme huiles utilisables dans les compositions permettant de mettre en ceuvre 
l'invention, on peut citer les huiles minerales, les huiles d'origine vegetale (huile 
30 d'abricot, huile de tournesol, de prune), les huiles d'origine animale, les huiles de 
synthese, les huiles siliconees et les huiles fluorees (perfluoropolyethers). On peut 
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aussi utiliser comme matteres grasses des alcools gras (alcool c6tylique), des acides 
gras, des cires (cire d'abeilles). 

Comme emulsionnants et coemulsionnants utilisables dans l'invention, on peut citer 
par exemple les esters d'acide gras et de polyethylene glycol tels que le stearate de 
5 PEG-40, le stearate de PEG-100, les esters d'acide gras et de polyol tels que le stearate 
de glyc&yle et le tristearate de sorbitane. 

Comme geiifiants hydrophiles, on peut citer en particulier les polymfcres 
carboxyvinyliques (carbomer), les copolymers acryliques tels que les copolymers 
d'acrylates/alkylacrylates, les polyacrylamides, les polysaccharides, les gommes 
10 natureiles et les argiles, et, comme geiifiants lipophiles, on peut citer les argiles 
* modifies comme les bentones, les sels m&alliques d'acides gras, la silice hydrophobe 
et les polyethylenes. 

Les modes d'administration, les posologies et les formes gateniques optimales des 
composes et compositions selbn l'invention peuvent 6tre determines selon les entires 
15 gendralement pris en compte dans Petablissement d'un traitement cosmetique, de 
preference dermatologique, adapte & un patient comme par exemple le poids cqrporel 
du patient, 1'exces de graisse constate, 1'aspect du tissu cellulitique, la tolerance au 
traitement, le type de peau. ( > 

20 La composition utilis6e selon l'invention peut contenir d'autres actifs. 

Dans un mode de realisation particulier de la presente invention, le lupeol est obtenu k 
partir de coques de lupin avantageusement choisi dans le groupe constitue par le 
. lupinus angustifolius, le lupinus albus, le lupinus luteus, le lupinus mutabilis, le 
25 lupinus graecus, le lupinus micranthus Guss, le lupinus hispanicus, le lupinus pilosus, 
le lupinus cosentinii, le lupinus atlanticus, le lupinus princei et le lupinus somaliensis. 
Selon une variante avantageuse de ^invention, le lupeol est obtenu k partir de coques 
de lupinus albus, de preference le lupinus albus de variete tr£s portant le gene pauper, 

30 Les exemples suivants illustrent la presente invention sans en limiter la portee. 
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EXEMPLE 1 : Composition d'un extrait riche en lupeol 

Le tableau 1 suivant donne une composition particuliere d'extrait riche en lupeol 
utilise dans le cadre de la presente invention, ainsi que les specifications que doit 
5 satisfaire un extrait de lupeol pour pouvoir etre consider^ comme &ant un extrait riche 
en lupeol selon lapresente invention. 



Critere de composition 


Resultats 


Specifications 


Aspect 


Solidebeigeajaune 
clair 


Solide beige a jaune 
clair 


Teneur en lupeol (g/lOOg) 


84,7 


75,0-90,0 


Teneur en sterols totaux (g/lOOg) 


12,2 


8,0-20,0 


Composition relative en sterols (%) 

B&a-sitosterol 

Campesterol 

Stigmasterol 


72,9 
5,7 
21,4 


65,0-80,0 
2,0-10,0 
15,0-30,0 


Perte a la dessication (g/lOOg) (1) 


0,03 


<0,2 



Tableau 1 



10 (l)lheureal05°C 

EXEMPLE 2: Effets du lupeol sur l'expression du gene codant pour la proline 
de stress HSP47. 

Nous avons utilise la m&hode des « cDNA micro array » pour &udier les effets du 
produit sur l'expression des genes codant pour des proteines structurales et regulatrices 
d'interet potentiel dans la physiologie cutanee. Une telle approche permet de 
«screener» en une seule etape les effets d'un produit ou d'un traitement sur 
20 l'expression des genes dans un systeme biologique donn6 et d'avoir une signature des 
effets de ce traitement. 

Conditions de culture et produits a l'essai 

Le produit a 6x6 appliquS sur des fibroblastes cutanes humains cultivds dans du 
25 MEM/Ml 99 pendant 18 heures. Le lupeol, en solution dans l'&hanol a 6X6 teste a la 
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concentration de 4,5 |ag/ml, cette concentration correspond k une dose non 
cytotoxique. 

Analyse de Texpression differentielle des gfenes 
5 La methodologie utilisee est celle prdconis^e par Clontech (Palo Alto, USA), et 
comprend : 

- une etape d'extraction et de purification des ARN totaux ; 

- une etape de purification des ARN messagers selon le protocole 
AtlasPure (Clontech) ; 

10 - le marquage des sondes ADN au P 32 par reverse-transcription ; 

- la purification des sondes marquees par chromatographic sur colonne 
d'exclusion et verification de la quality et de Inequivalence par 
comptage en scintillation liquide ; et 

- hybridation des membranes (fournies par la society Custom ATLAS 
15 BIOAlternative) avec les sondes radio-marquees (68°C, une nuit); 

* i- 

Analyse des resultats 

L' analyse des membranes a lieu par quantification directe de la radioactivity des spots 
k 1'aide d'un Phospholmager Cyclone (fourni par la society Packard Instrument). 
20 Les resultats sont exprimes en unites relatives (UR, radioactivite moyenne des points 
du double spot correspondant k chaque g£ne, corrige du bruit de fond et des differences 
d'intensite de marquage des sondes). Dans cette experience, on a consider^ de fa$on 
arbitraire qu'un g£ne etait exprime de fa?on significative lorsque son UR etait 
superieur ou egale k 2. 

25 Les resultats ont ete analyses au cas par cas, marqueur par marqueur. Arbitrairement, 
la limite de significativite a ete fix6e k environ +30% du controle pour un effet 
stimulant, c'est-i-dire pour un effet superieur k 1 30%. 

Resultats 

30 Dans nos conditions experimentales, une incubation de 18 heures en presence de 4,5 
jj,g/ml de lupeol induit une regulation positive de Texpression du gene codant pour 
• l'HSP47(cf tableau 2). 
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Cellules contrdles 


Cellules + Lupeol 4,5 
ug/ml, 18heures 


UR 


28,2 


36,4 (129% du contrdle) 



Tableau 2 



Conclusion 

5 Les resultats de l'exemple 2 suggere que le lupeol pourrait de maniere tout a fait 
inattendue stimuler le gene codant pour la proteme de stress HSP47 dans des 
fibroblastes cutanes humains en culture. 

10 EXEMPLE 3: Effets du lupeol sur l'expression de la proteme de stress HSP47 
dans un modele de fibroblastes en culture 

Afin de verifier cette stimulation potentielle de PHSP47 revelee par le screening, nous 
avons <Hudi6 l'expression de la prot6ine HSP47 par la technique du western-blot. 
15 Cette technique consiste en : 

- une separation des differentes prolines sur un gel de polyacrylamide en 

conditions denaturantes ; 

- un transfer! des prolines sur une membrane specifique (membrane 
PVDF, commercialism par la soctetS Biorad) ; 

20 - un Marquage de la proteme d'intergt par un anti-corps specifique 

(HSP47, Stressgen) ; 

- une Revelation « colorimetrique » (Sigma Fast, BCPIP/NBT). 
Differentes concentrations non cytotoxiques (5, 10 et 20 ug/ml), ainsi que plusieurs 
temps d'incubation (24 et 48 heures) ont et6 testes. 

25 Dans nos conditions experimentales, nous avons enregistre une stimulation de la 
production d'HSP47 pour une dose de 20 ug/ml et un temps d'incubation de 48h. 
Les inventeurs ont montre, de maniere tout a fait surprenante, en utilisant la technique 
des micro arrays, ainsi que la technique du westem-blot, que le lupeol stimulait la 
production de l'HSP47 au niveau transcriptionnel (ARNm) et traductionnel, c'est-a- 

30 dire au niveau des proteines. 
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Dans les exemples 4 a 7 suivants, les proportions sont donnees en pourcentage (p/p) et 
les abreviations QS signifient Quantite Suffisante, QSP signifient Quantite Suffisante 
Pour. 

5 

EXEMPLE 4 : Bain de bouche 

Extrait riche en lupeol 0,1 a 10% 

10 AlcooUthylique 10% 

Glycerine 10% 
Huile de ricin hydrogenee, 

Ethoxylee a 40 moles EO 0,5% 
(Cremophor co410) 

15 Poly(Methyl vinyl ether/Acide Mal&que 0,2% 

(Gantrez S97BF) ... 

Sonde 0,15% 

Fluorure de sodium 0,05% ; 

Arome Cannelle-Menthe 0,1% 

20 Triclosan 0,03% 

Chlorure de zinc 0,01% 

Saccharine sodique 0,01% 



Colorant C.I. 16255 (E 124) 
Eau purifiee 



0,0025% 
QSP 100% 



25 
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EXEMPLE 5 : Pate dentifrice 





Extrnit riche en luoeol 


0,1 a 10% 




Monofuorophosphate de sodium 


0,75% 


5 


Fluorure de Sodium 


0,10% 




Sorbitol k 70% 


35% 




S?lice svnth£tiaue k fort oouvoir abrasif 


13% 




Silice synth£tique & faible pouvoir abrasif 


5% 




f^arKovvmpthvlrplliilnw ^nHiniit* 


1,6% 


10 


Lauryl sulfate de sodium 


1% 




Ardme menthote 


0,85% 




Oxyde de titane 


0,5% 




Lessive de soude 


0,5% 




Cyclamate de sodium 


0,3% 


15 


Menthol 


0,15% 




Saccharine sodique 


0,07% 




Eau purifiee 


QSP 100% 
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EXEMPLE 6 : Crime anti-vergeture 

Eau QSP 100% 

AcideLactique 10,0% 

Trie"thanolamine 7,5% 

5 Cyclom&hicone 5,4% 

Ethylhexyle Palmitate 4,5% 

Glycerides de Coco Hydrogenees 3,0% 

Methylsilanol de Lactate de Sodium 3,0% 

Propylene Glycol 2,5% 

10 Neopentanoate Isodecylique 2,0% 

Proline Hydrolysee de Soja 2,0% 

Stearate de Glycerol 1,7% 

Alcool Arachidique 1,6% 

Alcool C£tylique 1,3% 

15 Acide Stearique 1,0% 

Extrait riche en lupeol 0,1 a 10% 

Alcool B6henylique 0,9% 

Polyacrylamide 0,8% 
Extrait de feuilles de Sophora Japonica 0,5% 

20 Glucoside Arachidique 0,4% 

. Cire d'abeille 0,4% 

IsoparaffineC13-14 0,4% 

DEA-Phosphate Cetylique 0,3% 

Gluconate de Zinc 0,2% 

25 Glycerine 0,1% 
Alcool C&earylique 0,1% 
Palmitate Cetylique 0,1% 
Glycerides de Coco 0,1% 
Laureth-7 0,1% 

30 Extrait d'Enteromorpha Compressa 0,1% 
Parfum. QS 
Conservateurs QS 
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EXEMPLE 7 : Gel restructurant 

Eau Q SP 100% 

PEG-6 3 » 60% 

5 Butylene glycol 2 » 70 ° /o 

Dextrine 1 » 86% 

Trimethicone de Phenyl 1 » 20 ° /o 

Extrait riche en lupeol °» 1 * 10% 

crosspolymere Acrylates/ acrylate d'alkyl C10-30 0,60% 
10 Crosspolymere Dim6thicone/ DinuSthicone de Phenyle vinyle 0,30% 

Extrait de Fleurs de Sophora Japonica 0,20% 

Gomme Xanthane 0,15% 

PPG 26-Buteth-26 °» 1 1% 

4,5,7-Trihydroxy isoflavone °» 1 °° /o 

15 Proline de Soja Hydrolysee <U 0% 
Glucose °> 08% 
Huile de ricin hydrogenee PEG 40 0.07% 
Sorbitol °.° 4% 
Extrait de Centella Asiatica 0,04% 
20 Glycerine °» 04 ° /o 
Acide Citrique °> 02 ° /o 
Extrait d'Enteromorpha Compressa 0,02% 
Parfum Q s 
Conservateurs 
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Revendications 

L Utilisation d*un extrait riche en lup6ol pour fabriquer une composition 
pharmaceutique ou cosm&ique, destinSe k traiter ou pr^venir une 
d6g6n6rescence des tissus conjonctifs, au niveau du derme et/ou du cartilage, 
notamment du cartilage articulaire, et/ou du tissu conjonctif gingival, Itee k une 
anomalie de la production de collagfcne, en particulier dix collag6ne du type I, II, 
in, IV ou V. 

2. Utilisation selon la revendication 1 pour activer la synthase des prot&nes de 
stress, notamment de PHSP47. 

3. Utilisation selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, caract6ris£e 
en ce que la composition pharmaceutique est destin£e k traiter et/ou prSvenir les 
pathologies articulaires, telles que Parthrose, les maladies parodontaies, telles 
que la gingivite ou la parodontite, k traiter les vergetures ou k pr£venir leur 
apparition. . 

4. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 k 2 de la composition 
cosm&ique, en tant qu'agent cicatrisant, agent restructurant et agent anti- 
relSchement de la peau et/ou des muqueuses. 

5. Utilisation selon la revendication 4, caract6ris6e en ce que la composition 
cosm&ique permet aux tissus conjonctifs de r6sister au stress sous une contrainte 
physique telle qu'un prise de poids, une surcharge pond&ale, une distension 
desdits tissus notamment dans le cadre d'une grossesse, une irradiation, 
notamment aux ultra-violets. 

6. Utilisation selon la revendication 4 ou 5, pour pr^venir et/ou retarder le 
vieillissement cutan6, pour pr6venir et/ou traiter les vergetures ou leur 
apparition. 
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Revcndicatioiis 

1. Utilisation d'un extrait riche en lup&>l pour fabriquer une composition 
pharmaceutique ou cosm&ique, destinde k traiter ou prdvenir une 
d6g6n6rescence des tissus conjonctifs, au niveau du derme et/ou du cartilage, 
notamment du cartilage articulaire, et/ou du tissu conjonctif gingival, lide k une 
anomalie de la production de collag&ie, en particulier du collagdne du type I, II, 
III, IV ou V. 

2. Utilisation selon la revendication 1 pour activer la synthase des prolines de 
stress, notamment de PHSP47. 

3. Utilisation selon Tune quelconque des revendications prdc&Jentes, caractdrisde 
en ce que la composition pharmaceutique est destine k traiter et/ou prdvenir les 
pathologies articulaires, telles que Parthrose, les maladies parodontales, telles 
que la gingivite ou la parodontite, k traiter les vergetures ou k prdvenir leur 
apparition. 

4. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 k 2 de la composition 
cosm&ique, en tant qu'agent cicatrisant, agent restructurant et agent anti- 
relSchement de la peau. 

5. Utilisation selon la revendication 4, caractdrisde en ce que la composition 
cosm&ique permet aux tissus conjonctifs de rdsister au stress sous une contrainte 
physique telle qu'un prise de poids, une surcharge ponddrale, une distension 
desdits tissus notamment dans le cadre d'une grossesse, line irradiation, 
notamment aux ultra-violets. 

6. Utilisation selon la revendication 4 ou 5, pour prdvenir et/ou retarder le 
vieillissement cutand, pour prSvenir et/ou traiter les vergetures ou leur 
apparition. 
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7. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 4 k 6, caracferis^e en ce 
que la composition cosmdtique est destin£e aux femnies enceintes. 

8. Utilisation selon la revendication 4, de la composition en tant que bain de 
bouche ou pSte dentifrice. 

9. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 4 k 8; caracferis£e en ce 
que la composition cosm&ique est k application topique. 

10. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 4 k 9, caracferis£e en ce 
que la composition cosm&ique comprend entre 0,001 et 10% en poids d'extrait 
riche en lup£ol. 

1 1. Utilisation selon Tune quelconque des revendications pr6c&ientes, caracferis£e 
en ce que l'extrait pr£sente un taux de lupeoi sup&ieur k 30% en poids, de 
preference sup&ieur k 50% en poids. 

12. Utilisation selon la revendication 1 1 , caract£ris£e en ce que l'extrait pr&sente un 
taux de lup£ol compris entre 70 et 100% en poids. 

13. Utilisation selon Tune quelconque des revendications pr£c£derites, caracferis£e 
en ce que le lup^ol est obtenu k partir des coques de lupinus albus, de preference 
le lupinus albus de vartefe Ar6s portant le g^ne pauper. 
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